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摘要 : 为 探讨 训练 时 程 对 大 鼠 水 迷 吾 成 绩 的 影响 , 采用 直流 电解 法 建立 双 侧 背 侧 海马 损伤 大 鼠 模 型 ， 并 通过 5 





d (5 d training) 和 7d 训练 (7 d training) 两 种 不 同时 程 法 检测 海马 损伤 大 限 的 空间 学 习 记 忆 能 











.结束 表明 ， 两 种 训 


练 法 均 反 映 大 鼠 空 间 学 习 能 力 减退 ,而 在 检测 空间 记忆 障碍 时 则 略 有 不 同 。 与 5 d 训 练 法 相 比 , 7 qd 训练 法 不 仅 显 
示 大 岂 守 台 侈 数 下 降 ， 且 其 在 目标 象限 中 的 集 留 时 间 和 白 分 比 亦 下 降 。 
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Influences of two different training paradiems on Spatial learning and 
memory performance of hippocampal mjured rats 
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Abstract: In this study, the $ d and 7 d training paradigms were adopted to nvestigate the mnfluences of different 
training procedures on the performance of spatial learning and memory of the hippocampal mjured rats. The results 
showed that during the hidden-platform acquisition training, similar spatial learning dysfunctions were ndicated lin those 
two training paradigms. Whereas, when the spatial memories have been evaluated, compared with the $ d training groups, 
the rats under 7 d training procedure not only crossed the platform location less, but also preferred to spend less tme In 


the target quadrant. 
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Morris 水 迷宫 (Morris water maze, MWM) 实 验 
由 英国 心理 学 家 Morris 于 1981 年 建立 ,并 随后 进 
行 了 不 断 的 完善 及 改进 ,最初 用 于 研究 大 鼠 的 空间 
学 习 记 忆 功 能 (Morris，1981, 1984)。 目 前 MWM 已 
成 为 研究 实验 动物 容 间 学 习 和 记忆 能 力 最 常用 的 
实验 方法 之 一 , 广泛 应 用 于 神经 科学 、 药 学 等 领域 
(D’Hooge & De Deyn, 2001)。 

MWM 实验 是 依赖 于 海 号 有 的 容 间 学 习 记 忆 任 务 ， 
而 该 任务 的 完成 以 海马 结构 、 功 能 的 完整 性 为 前 提 
(D?Hooge 有 De Deyn, 2001)。 当 不 同 原 因 导 致 海马 
结构 或 功能 不 完整 时 会 损害 动物 的 空间 学 习 记 忆 
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能 力 , 进而 影 啊 该 动物 的 MWM 成 绩 (Morris et al 
1982; Morris, 1984)。 

日 MWM 建立 以 来 , 已 有 诸多 研究 者 根据 不 同 
实验 目的 对 经 典 MWM 进行 调整 ,建立 了 多 种 
MAWM 实验 方案 (Vorhees & Williams, 2006)。 不同 研 
宛 者 在 水 迷宫 有 具 体操 作 方 面 大 致 相同 , 但 又 稍 有 区 
别 。 例 如 ,隐藏 平台 实验 由 多 个 训练 日 构成 , 其 日 
的 是 使 动物 在 连续 多 日 的 训练 中 学 会 登 上 隐 蔬 平 
台 的 实验 规则 ， 并 理解 如 何 得 到 救援 (Hodges， 
1996)。 但 在 此 过 程 中 每 天 具体 的 训练 次 数 以 及 总 的 
训练 时 程 并 没有 统一 要 求 , 每 天 的 训练 次 数 从 2 一 
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10 次 不 等 , 训练 时 程 多 为 6 一 1$ 个 训练 日 。 那 么 , 不 
同 的 训练 时 程 能 否 对 MWM 成 绩 产生 不 同 的 影响 ， 
尤其 是 该 影响 是 否 依赖 于 海马 的 完整 性 ， 目 前 尚 无 
明确 答案 。 为 此 ,本 研究 拟 采用 MWM 来 检测 直流 
电解 法 建立 的 双 侧 背 侧 海 马 损伤 大 鼠 的 空间 学 习 
记忆 能 力 , 观察 5 d、7 d 两 种 不 同 训练 时 程 的 方法 
是 否 影 响 其 MWM 成 绩 ， 从 而 寻找 一 种 更 适合 本 实 
验 模 型 的 训练 方法 ,为 后 续 实 验 竟 定 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 动物 

成 年 雄性 Sprague-Dawley 大 民 购 于 昆明 医学 
院 实 验 动物 中 心 ,购买 时 体重 180 一 200 g, 许可 证 
编号 为 SCXK( 滇 )2005-0008。 实 验 开 始 前 , 所 有 实 
验 用 鼠 在 本 实验 室 适 应 至 少 一 周 。 大 鼠 饲 养 在 动物 
笼 内 ， 自 由 进 水 取 食 , 12 h 明 、 暗 交替 (光照 时 间 : 
07: 00 一 19: 00), 室温 (23+2) 人 C 。 操 作 符合 动物 实 
验 管 理 条 例 。 
1.2 ”动物 模型 建立 及 分 组 

大 鼠 设 置 为 d 训练 组 : 对 照 (controD8 只 、 
海马 损伤 (lesion) 11 只 ; 7d 训练 组 : 对 照 
(controD)12 只 、 海 己 损 伤 (lesion)11 只 。 

动物 模型 建立 : 大 鼠 腹 腔 注 射 硫酸 阿托品 
(0.3 mL/ 只 , 天 津 金光 和 氨基酸 有 限 公 司 ) 及 戊 巴 比 受 
钠 (45 mg/kg 体重 ，Sigma) 致 肪 酰 后 ,将 其 固定 在 脑 
立体 定位 仪 上 (深圳 瑞 沃 德 生命 科技 有 限 公 司 )。 依 
次 切 开 头皮 、 肌 肉 以 暴露 颅骨 ,在 海 蕊 上 方 颅 骨 钻 
孔 4 个 , 孔径 约 为 1mm。 将 仅 尖 端 暴露 1 mm 的 涂 
有 绝缘 漆 的 不 锈 钢 针灸 针 ( 直 径 为 0.3mm， 苏 州 医 
疗 用 品 广 ) 重 直 插 入 大 鼠 背 侧 海 马 。 根 据 大 鼠 脑 立体 
定位 图 谱 (Paxinos && Watson, 1998) 确 定 大 鼠 背 侧 海 
马华 标 :前 四 后 4 mm， 中 线 左 / 右 芳 2 mm 及 3.4 mm 
颅骨 下 4 mm。 打 开 直 流 电 损 毁 仪 进 行 直 流 电解 ， 
参数 为 2 mA, 60 s。 手 术 结 束 后 缝合 头皮 ， 局 部 涂 擦 
红 霉 素 软 宫 ， 同 时 连续 3 d 肌肉 注射 青霉素 钠 4X 
10"U 预防 感染 。 手 术 后 4 周 进行 水 迷宫 检测 。 
1.3 水 迷宫 检测 

本 实验 所 用 水 迷宫 为 一 直径 180 cm、 高 50 cm 
的 圆 形 水 池 , 池内 水 深 31 cm (适应 阶段 为 29 cm)， 
水 温 维 持 在 (21+1) CC。 黑色 遮光 帘 将 水 池 围 起 以 减 
少 其 他 因素 的 干扰 ， 遮光 布 帘 上 贴 有 不 同形 状 颜色 
图 形 作为 标记 。 实 验 间 内 光线 恒定 , 水面 漂浮 逢 兰 
褐色 塑料 颗粒 , 使 大 鼠 看 不 见 平台 和 池 底 。 水 迷宫 
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被 等 分 为 第 I 、 卫 、 [I、I 人 象限 ,参照 Vorhees & 
Williams (2006) 的 方法 取 西 北 、 北 、 东 、 东 南 等 4 
个 入 水 点 , 平台 置 放 于 第 了 [象限 (目标 象限 ) 正 中 ,水 
迷宫 实验 由 熟悉 适应 、 隐 藏 平台 及 至 间 探 索 三 部 分 
组 成 。 第 一 天 为 熟悉 适应 过 程 ， 逃 逸 平 台 双 露 且 避 
出 水 面 1cm, 将 大 鼠 面 壁 放 入 水 迷宫 目 由 游泳 120 
s 适应 环境 ,记录 大 鼠 寻 求 并 登 上 平 合 所 需 的 时 间 ， 
即 逃 避 湾 伏 期 (latency); 耕 120s 后 大 鼠 未 找到 平台 ， 
则 将 其 引导 全 平台 并 停留 60 s; 共 进 行 4 次 训练 。 
隐藏 平台 实验 历时 5 d (或 7 qd), 逃逸 平台 隐藏 于 水 
下 1 cm。 每 天 每 只 大 鼠 接 受 4 次 训练 , 记录 方式 同 
适应 阶段 ， 有 基体 训练 流程 参照 Vorhees 多 Williams 
(2006)。 空 间 探 索 实验 在 最 后 一 次 隐藏 平台 实验 结 
束 后 24 h 开始 ,撤除 平台 , 将 大 也 从 第 HL 象限 (日 标 
象限 的 对 面 象限 ) 中 点 放 入 水 中 ,记录 120 s 内 大 忌 
在 4 个 象限 的 游泳 时 间 百 分 比 及 罕 过 原平 台所 在 位 
置 的 次 数 。 迷 宫 上 方 安装 连接 显示 系统 的 摄像 头 ， 
大 鼠 的 运动 轨迹 的 记录 和 分 析 采 用 中 国 科 学 院 昆 
明 动物 研究 所 研制 开发 的 软件 完成 。 

水 迷 豆 检测 前 1 周 进行 大 孔 的 运动 功能 相关 检 
测 (balance beam 和 prehensile-traction) 以 评价 其 运 
动 功能 。 结 末 显 示 , 损伤 组 与 对 照 组 大 限 运 动 功能 评 
分 没有 统计 学 差异 ,提示 损伤 组 大 鼠 无 运动 隐 但 。 
1.4 组 织 学 检查 

实验 结束 后 对 电极 损伤 区 域 进行 组 织 学 检 醋 ， 
分 别 用 生理 盐水 及 4% 多 聚 甲 醛 经 左 心室 洪流 后 取 
脑 。 多 聚 甲 醛 固 定 , 20%、30% 芒 糖 溶 液 梯度 脱水 后 ， 
做 冰冻 冠状 切片 ， 片 厚 20 num， 然后 进行 HE 染色 观 
察 海马 损伤 情况 。 寿 定位 不 在 背 侧 海马 的 动物 莽 之 
不 用 。 
1.5 ”统计 学 分 析 

数据 以 meantSE 表示 , 水 迷宫 的 逃避 潜伏 期 采 
用 重复 测量 方差 分 析 ; 空间 探索 实验 中 的 各 象限 游 
沪 时 间 百 分 比 采 用 单 因 系 方 送 分 析 , 组 间 比 较 及 空 
间 探 索 实 验 中 的 罕 台 次 数 采 用 非 配对 tt 检验 分 析 。 
所 有 统计 计算 由 SPSS13.0 软件 完成 ， P<0.05 视 为 
具有 统计 笠 差 异 。 


结 果 


2.1 组 织 学 检查 

切片 经 HE 染色 显示 , 模型 组 大 限 海 马 组 织 结 
构 不 完整 , 椎 体 细胞 层 人 破坏 ,大 量 细 胞 缺失 ,排列 芭 
乱 焉 松 ， 损 伤 区 域 主 要 位 于 育 侧 海马 及 其 周围 (网 1)。 
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图 1 直流 电解 损伤 大 鼠 双 侧 背 海马 (HE ; 染色 法 ) 
Fig.1 Bilateral dorsal electrolytic injured hippocampus 
(Hematoxylin-Eosin staining) 


2.2 ”水 迷宫 空间 学 习 能 力 比较 
将 大 鼠 每 天 4 次 的 逃避 潜伏 期 取 平 均值 得 到 每 
天 的 水 迷 写 平均 逃避 潜伏 斯。 重复 测量 方差 分 析 显 
示 , 5 d 训练 组 对 照 、 海 马 损 伤 大 限 的 平均 迷 避 潜伏 
期 总 体 比 较 具 显 车 性差 寞 [Fi1n=4.98, P 二 0.05]。 与 
对 照 组 相 Eb 海马 损伤 大 鼠 的 逃 划 潜伏 其 明显 延长 
[ 非 配对 上 检验: 大-2.74, P 二 0.05 (d4); -2.40, P 
二 0.05 (d5); t=-4.30，P 二 0.01 (d6)]( 图 2)。7 d 训练 
组 对 照 、 海 马 损伤 大 上限 的 平均 逃避 洲 伏 期 总 体 比 较 
有 显著 性 差异 [Fu2n=26.10, P<0.01]。 与 对 照相 比 ， 
海马 损伤 大 鼠 的 逃避 潜伏 期 明显 延长 [ 非 配对 上 检 
验 :， 太 -3.88，P<0.01(d2); -4.47, PP 二 0.01(d3); 
f=-3.79, P=0.01(d4); 六 -4.43，P<0.01(d5); {=-4.69, 
P=0.01(d6): £-3.59, P=0.01(d7); f=-3.18, P< 
0.01(d8) ] (图 3) 。 
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图 2 5d 训 练 组 平均 逃避 潜伏 期 
Fig.2 Average latency of the $ d training group 

*; P<0.05; **; P<0.01. 

2.3 水 迷宫 空间 记忆 能 力 比 较 
空间 探索 实验 结 采 显示 $ d 训练 组 .7 d 训练 组 

海马 损伤 大 忌 罕 人 台 次 数 明 显 减 少 ， 与 对 照 组 相 比 ， 
有 显著 性 差异 [ 非 配 对 上 检验 : ST 大 3.10， 忆 <<0.01; 
LT /=-5.92, P<0.01] (图 4)。5 d 训练 组 海马 损伤 大 
孔 在 目标 象限 游泳 时 间 百 分 比 高 于 对 和 面 象限 [LSD: 
target quadrant vs opposite quadrant P<0.05]; 7 d 训练 
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组 海马 损伤 大 孔 在 目标 象限 游泳 时 间 百 分 比 下 降 ， 
与 对 面 象限 游泳 时 间 百 分 相 比 , 无 灵 半 性 雳 卉 [LSD: 
target quadrant vs opposite quadrant P>0.05] (图 5)。 
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图 3 74d 训练 组 平均 逃避 潜伏 期 
Fig.3 Average latency of the 7 d training group 
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图 4 5 4d 训练 组 、74d 训练 组 穿 台 次 数 
Fig.4 Times of crossing the platform location of the 3 dand 
7 dtraining group 
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图 5 5d、74d 训练 组 在 目标 象限 及 对 面 象限 的 游泳 时 间 百 分 比 
Fig.S The swimming time percentages of $ d and 7 d training 
groups ln the target quadrant vs opposite quadrant 

#: P<0.05; **; P=0.01. 


3 讨 论 


本 研究 采用 两 种 不 同时 程 的 训练 方法 来 探讨 
训练 时 程 是 否 会 对 双 侧 背 侧 海马 损伤 大 鼠 的 水 迷 
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号 成绩 产 生 影 响 。 结 果 友 现 , 在 隐藏 平台 实验 中 ， 
两 种 训练 法 的 海马 损伤 大 鼠 均 表现 为 逃避 潜伏 期 
明显 延长 ,提示 大 鼠 的 空间 学 习 能 力 下 降 。 该 结果 
与 前 人 报道 一 致 (wood et al, 1993;Rapp & Gallagher, 
1996)。 在 空间 探索 实验 中 , 5 d 训练 组 海马 损伤 大 鼠 
不 能 对 平台 进行 精 人 确定 位， 罕 台 次 数 明显 下 降 , 但 
对 目标 象限 仍 有 一 定 俩 好 ; 当 把 训练 时 程 延 长 2 d 后 ， 
模型 大 局 在 空间 探索 实验 中 不 表现 明显 象限 俩 好 ， 
提示 大 也 空 间 记 忆 能 力 下 降 ， 即 较 长 时 程 的 训练 可 
以 更 彻 确 地 反映 大 鼠 育 侧 海马 损伤 的 影 啊 。 

逃避 潜伏 期 是 隐藏 平台 实验 中 的 一 个 相对 稳 
定 的 评价 指标 。 以 往 的 研究 发 现 , 不 同 实验 室 之 间 
MWM 的 实验 设备 、 训 练 方法 、 动 物种 类 及 周围 环 
境 等 或 多 或 少 存在 差异 , 但 逃避 潜伏 期 受 这 些 因素 
的 影响 较 小 ,检测 结果 甜 别 不 大 (Crabbe et al, 1999)， 
本 实验 结果 也 验证 了 这 一 点 。 当 改变 训练 时 程 时 ， 
海马 损伤 大 鼠 均 表现 明显 的 空间 学 习 隐 碍 ， 说 明 两 
种 训练 方法 均 能 检测 出 动物 空间 学 习 能 力 的 下 降 。 
空间 欣 索 实验 是 在 一 系列 重复 的 隐 泌 平台 实验 的 
基础 上 进行 的 , Morris 以 成 年 正 第 雄性 Lister 大 鼠 为 
实验 动物 ,最初 采取 的 是 第 一 、 二 天 各 8 次 , 第 二 
天 4 次 , 共 训 练 20 次 后 进行 空间 探索 实验 的 做 法 ， 
结果 显示 空间 探索 实验 中 大 忌 在 目标 象限 集 留 时 
间 明 显 高 于 其 他 象限 (Morris，1981); 在 随后 的 实验 
中 ,采用 每 天 4 次 , 共 训 练 28 次 后 进行 空间 记忆 有功 
能 检测 的 方法 ,结果 发 现 海马 育 侧 和 上 腹 侧 均 损伤 的 
大 殿 无 明显 的 象限 仿 好 ， 而 海马 上 方 育 层 损伤 及 衬 
日 对 照 组 大 限 ， 则 均 表 现 出 明显 的 象限 俩 好 ， 且 在 
目标 象限 停留 的 时 间 高 于 其 他 象限 (Morris et al 
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1982)。 Moser et al (1995) 使 用 鹅 谨 蔓 和 氨 酸 损 伤 大 限 
双 侧 背 海 马 ,然后 每 天 8 次 , 共 训 练 32 次 后 检测 大 
上限 的 空间 记忆 功能 ， 发 现 海马 损伤 大 限 无 明显 象限 
偏好 。 然 而 ,由 于 每 天 训练 8 次 工作 量 很 大 ， 故 现 
在 多 采用 每 天 训练 4 次 的 方法 , 但 不 同 研究 者 仍 有 
其 各 异 的 训练 法 (Moser et al，1993; Riedel et al 
1999)。 我 们 在 前 期 进行 空间 探索 实验 时 发 现 , 5 d 
训练 组 海马 损伤 大 鼠 不 能 对 平台 进行 精确 定位 ， 罕 
人 台 次 数 明显 下 降 , 但 对 目标 象限 仍 有 一 定 的 仿 好 。 
考虑 到 海马 损伤 大 腿 只 有 经 过 “足够 ”的 训练 才 可 
以 达到 提取 记忆 的 目的 , 我 们 将 训练 时 程 延 长 后 发 
现 大 也 军人 台 次 数 明显 下 降 且 无 明显 象限 俩 好 ,提示 
大 鼠 的 空间 记忆 能 力 明 显 下 降 。 两 种 时 程 的 方法 产 
生 兰 开 的 原因 可 能 是 由 于 海马 损伤 大 限 的 海马 结 
构 功 能 开 第 。 对 照 组 大 鼠 ， 经 过 短期 的 训练 足以 达 
到 稳定 的 空间 学 习 记 忆 状 态 , 而 海 瑟 损伤 大 女 则 需 
要 延长 训练 时 程 才 可 以 达到 一 个 相对 稳定 的 状态 。 
综 上 所 述 ， 本 实验 结果 表明 两 种 不 同时 程 的 训 
练 方法 均 能 反映 海马 损 仿 大 鼠 的 空间 学习 能 力 ， 但 
在 检测 空间 记忆 方面 略 有 不 同 。 当 用 于 检测 动物 的 
宇 间 区 习 能 力 时 倾 问 于 选择 5 d 训练 法 ， 而 检测 至 
间 记 忆 能 力 时 则 可 选择 7 d 训练 法 。 水 迷宫 实验 作 
为 测试 动物 空间 学 习 记 忆 能 力 的 经 典 方法 , 值得 进 


一 步 研究 、 完 善 。 
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